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EPOXYDE HYDROLASES D'ORIGINE FONGIQUE ET DERTVEES, LEURS 
PROCEDES D'OBTENTION, ET LEURS UTILISATIONS, NOTAMMENT 
POUR LA PREPARATION DE MOLECULES ENANTIOMERIQUEMENT 
PURES 



La pr6sente invention a pour objet des prot6ines d'origine fongique ou des 
proteines d6riv6es de ces demieres, ay ant une activite 6poxyde hydrolase, ainsi que 
leurs utilisations, notamment pour la preparation de mol6cules 6nantiom6riquement 
pures (ou 6nantiopures), tels que des fipoxydes et/ou des diols vicinaux k haute puret6 
6nantiom6rique. 

Les ^poxydes ou les diols vicinaux sont des composes importants en synthase 
organique. Dans le cas ou ils possfedent une structure chirale, ils peuvent etre utilises 
soit sous forme rac6mique, soit sous forme optiquement enrichie ou meme 
enantiom6riquement pure. Dans le premier cas, ils constituent des produits de base 
pour rindustrie chimique (monomeres polymerisables ou composants de produits 
industriels tels glycol, propylene glycol etc.)- Dans le deuxieme cas, ils peuvent etre 
utilises comme synthons chiraux pour la production de divers produits optiquement 
purs comme par exemple des mol6cules biologiquement actives commercialis6es par 
rindustrie pharmaceutique ou phytosanitaire ou de mat6riaux k propri6t6s optiques 
sp6cifiques (cristaux liquides par exenq>le). 

C'est pourquoi diverses strategies de synthase chimique ont 6t6 elabor6es pour 
en realiser la production. En ce qui conceme Tobtention des diols ces strategies 
impliquent souvent Thydrolyse d'un 6poxyde en milieu acide ou basique mineral plus 
ou moins concentre, ce qui genere par-Ik meme des couts supplementaires dus au 
retraitement des eaux mferes et/ou des sels form6s au cours du precede. 

Dans le cas ou ces molecules doivent etre produites sous forme optiquement 
active, plusieurs strategies ont et6 dterites et d6velopp6es (Schurig et al. 1992, 
Pedragosa-Moreau et al. 1995). Par exemple, la reaction d'oxydation de Katzuki- 
Sharpless permet la transformation d'une ol6fine en 6poxyde optiquement enrichi k 
Taide d'un catalyseur organometallique chiral a base de titane. Cependant cette 
approche est limitee a des olefmes porteuses d'une fonction alcool en position alpha de 
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la double liaison, n^cessaire a la coordination du catalyseur. 

D'autres m6thodes ont 6t6 d6velopp6es plus r6ceinment. et sont elles aussi 
basees pour la plupart sur I'utUisation de catalyseurs organometaUiques impliquant tibs 
souvent des in6taux lourds comme le manganese ou le cobalt. Cependant, bien que 
trfes efficaces sur certains types de substrats, eUes ne pr6sentent que des selectivit6s 
moyennes sur d'autres families de moldcules. Dans tous les cas, eUes sont 
difficilement utilisables au niveau industriel compte tenu des contraintes techniques 
engendr^es par Tutilisation des m6taux lourds impliqu6s. 

Diverses m6tliodologies de biocatalyse ont 6t6 d6crites afin de palier ce 
probl^e. Elles mettent en oeuvre des strategies indirectes impliquant I'utilisation 
d'enzymes comme par exemple des lipases, des peroxydases ou des monooxyg6nases 
(Archelas et al. 1997). Cependant la plupart de ces approches n6cessitent I'^laboration 
de systfemes coateux de recyclage de cofacteurs, ce qui les rend Ik encore 
particuli^rement difficiles et on6reuses k mettre en oeuvre k un niveau pr6paratif. 
15 L'utilisation d'une enzyme permettant de realiser I'hydrolyse directe d'un 

6poxyde constitue done un moyen original et int6ressant de preparation directe 
d'6poxydes optiquement enrichis ou de diols achiraux, rac6miques ou optiquement 
enrichis. Ces enzymes, appel6es ^poxyde Hydrolases, pr6sentent I'avantage - d'une 
part de ne pas n6cessiter de cofacteur et, d'autre part, - de permettre de r6aliser dans 
20 des conditions particuliferement douces I'addition d'une molecule d'eau sur un 

epoxyde. Si le substrat est chiral, et selon r6nantios61ectivit6 et la r6gios61ectivit6 de 
cette addition, le diol obtenu sera rac6mique ou 6nantiom6riquement enrichi (Archelas 
et al. 1998). 

Bien que de nombreux travaux aient 6t6 consacr6s k ce type d 'enzyme present 
25 Chez les mammiferes, leur utilisation en syndifese organique n'est pas envisageable 

compte tenu de la difficult^ de les obtenir en quantit6 suffisante. 

La possibility d'utiliser des 6poxydes hydrolases d'origine microbienne 
(bactfiries, levures, champignons) -susceptibles d'etre produites en grandes quantit6s 
par simple fermentation microbienne- comme « outil » en synthase organique 
30 constimerait done un progrfes considerable. 

Des exemples de preparation de composes optiquement actifs par l'utilisation de 
microorganismes en tant que biocatalyseurs ont et6 decrits, mais ne concernent que 



des activites enzymatiques non caract6ris6es detect6es dans divers microorganismes. 
Ainsi, dans la demande de brevet europ6en EP n° 611 826 (Daicel Chemical 
Industries Co., LTD), les examples de mio-oorganismes donnds, capables de produire 
un 6poxyde (S) optiquement actif k partir d'un 6poxyde rac6mique, sont notamment 
une souche de microorganisme appartenant au genre Candida, Rhodosporidium, 
Rhodococcus et Nosardioides. Les exemples de microorganismes capables de produire 
un epoxyde (R) optiquement actif, sont notamment une souche de microorganisme 
appartenant au genre Trichosporon, Geotrichum, Corynebacterium, Micrococcus, et 
Brevibacterium. 

L'oxyde de styrSne est Tun des substrats test le plus utilis6 dans les etudes 
conduites sur les 6poxyde hydrolases de mammiferes, et divers d6riv6s substitu6s sur 
le cycle aromatique de ce substrat module ont aussi 6t6 6tudi6s dans ce contexte 
(Dansette et al. 1978, Westkaemper et al. 1981). Plus rdcemment, les 6tudes r6alis6es 
avec des activitfis enzymatiques d'origine microbienne ont aussi utilis6 ce substrat 
module, et les Inventeurs ont eux-memes montr6 que ces molecules peuvent etre 
hydrolysees de fafon enantioselective par une souche du champignon Aspergillus 
niger, enregistr6e au Museum d'Histoire Naturelle (Paris) sous le nimiero LCP521 
(Lab. de Cryptogamie, 12 rue Buffon, 75005 Paris, France) (Pedragosa-Moreau et al. 
1996). 

Toutefois, les experiences dTiydrolyse enantioselective efFectuees k Vaide de 
champignons, tel que le champignon Aspergillus niger, dterites jusqu'a present, font 
intervenir les cellules entieres ou des extraits cellulaires du champignon, ce qui pose un 
certain nombre de problemes techniques de mise en oeuvre, ne donne pas de bons 
rendements, et ne pemiet pas de definir la structure du catalyseur biologique utilise. 

L'utilisation d'epoxydes hydrolases d'origine fongique bien identifiees et 
caracterisees permettrait de remddier k ces inconv6nients, mais aucune epoxyde 
hydrolase d'origine fongique n'a pu etre isol6e et purifi6e jusqu'a present, suggerant 
la possibilit6 qu'une telle enzyme n'6tait pas suffisamment stable pour etre totalement 

isolee de son milieu naturel. 

La presente invention resulte de la mise en evidence par les Inventeurs du fait qu'il 
est possible d'isoler et de purifier une epoxyde hydrolase a partir de champignons. Ainsi 
la presente invention decoule de T identification (par purification, sequen9age, clonage) 
de Tenzyme responsable de Tactivite epoxyde hydrolase des champignons, tels que 
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ceux de Vcspece Aspergillus. 

Un des buts de la presente invention est de fournir de nouveUes enzymes k 
activity 6poxyde hydrolase d'origine fongique. 

Un autre but de la pr&ente invention est de fournir les sequences nucl6otidiques 
codant ces enzymes. 

L' invention a 6galement pour but de fournir des cellules h6tes transform6es par 
les s6quences nucl6otidiques susmentionn6es, dans lesqueUes lesdites enzymes sont 
avantageusement sure;q)rim€es. 

L'invention a aussi pour but de fournir des proc6d6s d'obtention desdites 
enzymes, notamment par extraction et purification k partir de cellules de 
chan^ignons, ou par mise en culture de cellules hdtes telles que d6crites ci-dessus. 

Un autre but de la pr6sente invention est de fournir de nouveaux proc6d6s de 
biocatalyse k I'aide des enzymes susmentipnn6es ou des cellules hdtes productrices 
desdites enzymes d6crites ci-dessus, pour la synthase de divers 6poxydes et/ou diols, 
15 ces proced6s pr6sentant des rendements sup6rieurs aux proc6d6s utilisant des cellules 

enti^res, ou des extraits cellulaires de chanq)ignons pr6c6demment dficrits. 

A ce titre, l'invention a plus particulidrement pour but de fournir des proc6d6s 
d'hydrolyse d'6poxydes achiraux ou chiraux pr6sentant I'avantage de pouvoir Stre 
e£fectu6s dans des conditions exp6rimentales particulidrement douces, k savoir sans 
20 mettre en oeuvre de r6actif acide ou basique min6ral ou organique, notamment en 

milieu aqueux tamponn6 ou non tan^onn6 et/ou en presence de solvants organiques 
miscibles ou non miscibles k I'eau. Selon les propri6t6s st6r6ochimiques intrinsdques 
de I'epoxyde de depart, ces proc6d6s conduisent k I'obtention d'un diol achiral, 
rac6mique ou optiquement enrichi ainsi que, si l'6poxyde de d6part est chiral, k la 
25 production de I'un de ses deux 6nantiom6res sous forme optiquement enrichie, voir 

6nantiom6riquement pure. 

L'invention a pour objet toute prot6ine d'origine fongique ayant une activity 
6poxyde hydrolase, telle qu'obtenue sous forme essentiellement pure par extraction k 
partir de cellules de champignons, ou par mise en culture de cellules h6tes 
30 transform6es par une sequence nucl6otidique codant pour la prot6ine fongique 

susmentionnee, ou pour toute proteine deriv6e par substimtion. suppression ou 



addition d'un ou piusieurs acides amines de la prot6ine d'origine fongique 
susmentionnee et poss6dant une activitd 6poxyde hydrolase. 

L*activit6 6poxyde hydrolase susmentionnee pent etre mesuree en utilisant 
Toxyde de para-nitrostyrfene (pNSO) comme substrat, et en mesurant la quantit6 de 
diol form6, notamment selon la m6thode snivante : 

50 fiL de la preparation contenant Tenzyme sont ajout^s k 410 /liL du tampon 
phosphate de sodium 0,1 M pH 7,0 (tampon B) et le mfilange est pr6-incub6 a 35*C 
pendant 2 min. Ensuite, on ajoute 40 /xL d'une solution 50 mM de pNSO rac6mique 
dans le DMF (cx)ncentration finale de pNSO : 4 mM). 

Aprfes 10 min d* incubation, la r6action est stopp6e par addition de 1 mL de 
dichlorom6thane. Le m61ange est agit6 vigoureusement afin d'extraire k la fois le 
substrat et le diol produit. La quantity de diol form^e est d6tennin6e apres separation 
sur colonne de silice par HPLC (chroxiiatographie liquide haute pression) (Waters 
Associates, USA) tel que d6crit pr6c6denraient (Nellaiah et al., 1996). 

Une Unite epoxyde hydrolase repr^sente la quantit6 d'enzyme qui catalyse la 
formation d'une ^tmole de diol par minute dans les conditions ci-dessus. Apres 
incubation avec des extraits bruts, la quantitd de diol form6e augmente lin6airement 
avec le temps pendant au moins 30 min, et la vitesse de la reaction est proportionnelle 
k la concentration de I'enzyme dans la gamme de 0,01 k 1,2 unites (Nellaiah et al., 
1996). 

L' invention a plus particuliferement pour objet toute prot6ine telle que 
decrite ci-dessus, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la sequence SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence d6rivee de la sequence SEQ ID NO : 2, notamment 
par substitution, suppression ou addition d'un ou piusieurs acides amines, et 
possedant une activite epoxyde hydrolase, ladite sequence derivee ayant de 
preference une homologie d'au moins environ 40 %, notanunent superieure k 
environ 80 %, avec la sequence SEQ ID NO : 2, 

- ou tout fragment de la sequence SEQ ID NO : 2, ou d'une sequence 
derivee de cette demifere telle que definie ci-dessus, et possedant une activite 
epoxyde hydrolase, ledit fragment etant de preference constime d'au moins 
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environ 10 acides amines contigus dans la region delimit^ par les acides amines 
situ6s aux positions 1 et 339 de la s6quence SEQ ID NO : 2. 

L' invention conceme plus particuUferement toute prot6ine d^crite ci-dessus, 
caract6ris6e en ce qu'eUe correspond k une 6poxyde hydrolase fongique sous 
forme essentieUement pure, teUe qu'obtenue par extraction et purification k 
partir de cultures de cellules de champignons de I'espfece Aspergillus. 

A ce titre I'invention a plus particuliferement pour objet toute prot6ine 
susmentionn6e, caract6ris6e en ce qu'eUe correspond h I'^poxyde hydrolase 
fongique sous forme essentieUement pure representee par SEQ ID NO : 2, telle 
qu'obtenue par extraction et purification k partir de cultures de cellules de 
souches d' Aspergillus tdger ou d' Aspergillus turingensis. 

L'invention conceme 6galement toute protSine telle que d6crite ci-dessus. 
caract6ris6e en ce qu'elle correspond k une epoxyde hydrolase fongique 
recombinante, telle qu'obtenue sous forme essentieUement pure par 
transformation de cellules botes appropri^es a I'aide de vecteurs contenant : 

- la sequence nucl6otidique SEQ ID NO : 1 codant I'^poxyde hydrolase 
representee par SEQ ID NO : 2, ou toute sequence derivee de SEQ ID NO : 1 
par degenerescence du code genetique, et codant I'epoxyde hydrolase 
representee par SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence derivee de la sequence SEQ ID NO : 1, notamment 
par substimtion, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, et codant 
une enzyme possedant une activite epoxyde hydrolase, ladite sequence derivee 
ayant de preference une homologie d'au moins environ 45 %, notamment 
sup6rieure k environ 80 %, avec la sequence SEQ ID NO : 1 , 

- ou tout fragment de la sequence SEQ ID NO : 1, ou d'une sequence 
derivee de cette demiere teUe que definie ci-dessus, et codant une enzyme 
possedant une activite epoxyde hydrolase, ledit fi-agment etant de preference 
constime d'au moins environ 20 nucleotides contigus dans la region deiimitee 
par les nucleotides simes aux positions 1 et 1197 de la sequence SEQ ID NO : 1. 

A ce titre, l'invention a plus particulierement pour objet I'epoxyde 
hydrolase fongique recombinante representee par SEQ ID NO : 2, telle 
qu'obtenue par transformation de cellules hdtes appropriees k I'aide de vecteurs 




contenant la s6quence nucl6otidique SEQ ID NO : 1, ou toute sequence derivee 
de SEQ ID NO : 1 par d6g6nerescence du code g6n6tique, et codant I'epoxyde 
hydrolase repr6sent6e par SEQ ID NO : 2. 

L' invention concerne 6galement toute sequence nucltotidique codant une 
prot6me d'origine fongique k activit6 ^xyde hydrolase telle que d6finie ci- 
dessus. 

L' invention a plus particuliferement pour objet toute sequence nucl6otidique 
susmentionnde, caract6ris6e en ce qu*elle con^)rend : 

- la s6quence representee par SEQ ID NO : 1 codant Tfepoxyde hydrolase 
representee par SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence ddrivee de la sequence SEQ ID NO : 1 par 
degenerescence du code genetique, et codant T^xyde hydrolase representee 

par SEQ ED NO : 2, 

- ou toute sequence d6rivee de la sequence SEQ ID NO : 1, notamment 
par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, et codant 
une enzyme poss6dant une activite epoxyde hydrolase, ladite sequence derivee 
ayant de preference une homologie d'au moins environ 45 %, notamment 
superieure a environ 80 %, avec la sequence SEQ ID NO : 1, 

- ou tout fragment de la sequence SEQ ID NO : I, ou d'une sequence 
derivee de cette demifere telle que definie ci-dessus, et codant une enzyme 
possedant une activite 6poxyde hydrolase, ledit fragment etant de preference 
constitue d'au moins environ 20 nucleotides contigus dans la region deiimitee 
par les nucleotides situes aux positions 1 et 1197 de la sequence SEQ ID NO : 1, 

- ou toute sequence nucl6otidique compiementaire des sequences ou 
fragments susmentionn6s, 

- ou toute sequence nucieotidique codant une enzyme poss6dant une 
activite epoxyde hydrolase, et susceptible d'hybrider avec une des sequences ou 
fragments susmentionnes, 

les sequences ou fragments susmentionnes etant sous forme simple brin ou 

double brin. 

LMnvention conceme egalement tout vecteur, notanunent plasmide, 
contenant une sequence nucieotidique telle que definie ci-dessus. 



Avantageusement, les sequences nuclfetidiques de 1" invention dans les 
vecteurs susmentionn6s. sont plac6es sous le contrdle d'616ments de r6gulation 
de I'expression des prot6mes a activity 6poxyde hydrolase d6finies ci-dessus, 
notamment d'un promoteur, le cas 6ch6ant inductible, et un terminateur de 
transcription. 

De pr6f6rence, le promoteur susmentionn6 est choisi parmi ceux 
permettant une sure;q)ression desdites prot6ines dans des cellules hdtes 
transformfies k I'aide des vecteurs, lesdites ceUules h6tes 6tant elles-m&nes 
choisies parmi celles capables de surexprimer lesdites prot6ines, notamment 
parmi les bact^es. les virus, les levures, les champignons, les plantes ou les 
cellules de mammi&res. 

L'invention conceme 6galement toute cellule hote, choisie notamment 
parmi les bact6ries, les virus, les levures, les champignons, les plantes ou les 
ceUules de mammif&res, ladite cellule hote 6tant transform6e, notamment k 
I'aide d'un vecteur tel que d6fmi ci-dessus, de manifere k ce que son g6nome 
contienne contenant une sequence nucl6otidique susmentionn6e codant une 
prot£ine k activity ipoxyds hydrolase. 

L'invention a 6galement pour objet I'utilisation de prot6ines k activity 
^xyde hydrolase telles que d6finies ci-dessus, en tant que biocatalyseurs 
enzymatiques dans le cadre de la mise en oeuvre de proc6d6s de preparation 
d'6poxydes ou de diols vicinaux 6nantiom6riquement purs, notamment dans le 
domaine pharmaceutique, phytosanitaire, ou dans le cadre de la fabrication de 
mat6riaux optiques sp^cifiques. 

A ce titre, l'invention a plus particulidrement pour objet un proc6d6 de 
preparation d'6poxydes et/ou de diols 6nantiom6riquement purs respectivonent 
de formules (II) et (m) suivantes 




n 




m 



dans lesquelles Rj, R2, R3 et R4 representent des groupes quelconques, 
notamment des groupes caract6ristiques des con^)os6s pharmaceutiques, 
phytosanitaires, ou des mat6riaux optiques sp6cifiques correspondant auxdits 
6poxydes ou diols viciuaux, 

ledit proc6d6 comprenant una 6tape de traitement d'un melange d'6poxydes 
diast6r6oisonieres, ou d'un 6poxyde chiral sous forme rac6inique, ou d'un 
6poxyde prochiral de formule (I) suivante : 




I 

avec une prot6iiie k activity 6poxyde hydrolase telle que d6finie ci-dessus, 
ou avec des cellules botes susmentioim6es exprimant ou surexprimant une 
protdine a activite 6poxyde hydrolase telle que definie ci-dessus, ce qui conduit a 
Tobtention : 

- d'un m6Iange des composfis de formule (II) et (HI) susmentiomids, 
lesdits composes de formule (II) et (HI) pouvant, le cas 6ch6aiit. 6tre s6par6s par 
une 6tape suppl6mentaire de purification, 

- ou du seul compos6 de formule (IE) susmentionnfie. 

Dans le cas de I'obtention du seul compos6 de formule (III) 
susmentionn6e, celle-ci peut se faire par un traitement concomitant ou 
subsequent au traitement d6crit ci-dessus, notamment avec un autre r6actif 
chimique ou enzynaatique en fonction de Tfipoxyde de d6part, par exemple avec 
de I'acide sulftirique, notamment dans le cas de Toxyde de para-nitrostyrfene 
(Pedragosa-Moreau et al., 1997), ou avec des cellules du champignon Beauveria 
suljurescens, notanunent dans le cas de I'oxyde de styrfene (Pedragosa-Moreau et 
al., 1993). 

Avantageusement, lorsque le proc6d6 tel que d6crit ci-dessus selon 
rinvention, est effectue a Taide d'une proteine a activite 6poxyde hydrolase telle 
que defmie ci-dessus, cette demifere peut etre immobilis6e sur un support solide 
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tel que par exemple le DEAE cellulose ou le DEAE Sepharose, ou tout autre 
support ou technique permettant d^immobUiser cette enzyme. 

L'invention a 6galement plus particulierement pour objet Tutilisation d'une 
prot6ine k activity 6poxyde hydrolase telle que d^finie ci-dessus, sous differentes 
formes, incluant des cellules hdtes transfonn6es telles que decrites ci-dessus, ou 
des cellules entiferes de champignons, tel que AspergiUus niger, produisant cette 
enzyme, ou des extraits enzymatiques solubles ou lyophilis6s desdites cellules, 
ou I'enzyme immobilis6e sur un support solide tel que d6fini ci-dessus, dans le 
cadre de la mise en oeuvre d'un proc6d6 tel que d6crit ci-dessus d'hydrolyse d'un 
6poxyde achiral, 

L' invention conceme 6galement un proc6d6 de preparation de protdine k 
activitfi 6poxyde hydrolase recombinante telle que d6finie ci-dessus, caract6ris6 
en ce qu'il comprend une 6tape de transformation de cellules botes, de 
preference choisies parmi les bact6ries, les virus, les levures, les champignons, 
les plantes ou les cellules de mammiferes, avec un vecteur tel que d6crit ci- 
dessus, et une 6tape de purification de Tdpoxyde hydrolase recombinante 
produite par lesdites cellules. 

L'invention a 6galement pour objet un proc6d6 de preparation d'une 
epoxyde hydrolase fongique sous forme essentiellement pure, ledit procede 
comprenant : 

- une etape d'extraction de Tenzyme k partir de cultures cellulaires de 
champignons, tels que les champignons de Tespece Aspergillus, notamment par 
cassage du champignon k I'aide d'une presse de French ou de tout autre moyen 
appropri6, suivie d'une etape de centrifugation k faible vitesse (environ 10 000 
g), recuperation du sumageant, et concentration par ultrafiltration, 

- une etape de purification de Tenzyme k partir de Textrait obtenu k retape 
precedente, notamment par passages successife sur des colonnes de DEAE- 
Sepharose, Phenyl-Sepharose, Mono Q et Superose 12. 

L'invention sera davantage illustree k I'aide de la description d6taillee qui 
suit de la purification de T epoxyde hydrolase d'une souche du champignon 
Aspergillus niger, ainsi que du clonage du gene codant cette epoxyde hydrolase, 
et d'exemples d' application de mise en oeuvre d'un procede selon T invention. 




A) Purification et caracterisation d'une epoxvde hydrolase d'Asper^Ulus 
nieer a haute enantioselectivite 

I) Materiels et Methodes 
n R6actife 

Le substrat test utilis6 est Toxyde de p-nitrostyrfene racdmique (pNSO), H est 
syndi6tis6 partir de ©-broino-4-nitro ac6toph6iione selon une mdthode decrite par 
Westkaeiiq)er et Hanzlik, 1980. Ses 6nantiomeres purs (R) et (S) sent obtenus k partir de 
ce substrat rac6mique par une 6tape de biotransformation (Pedragosa-Moreau et al., 1996). 
Le diethylaminoahyl (DEAE)-Sepharose, le ph6nyl-Sepharose, les colonnes "Mono Q" et 
Superose 12 proviennent de chez Pharmacia LKB (Uppsala, SuMe). [**0] provient de 
Chez Isotec (Miamisburg, USA) et pr6sente ime teneur de 95 % de [**0]. Toutes les 
chromatographies de prot6ines sont r6alis6es a Taide du systfeme FPLC Pharmacia k 4*^0. 

2^ Organismes. conditions de croissance et preparation d'extraits 
La souche du chan^ignon Aspergillus niger utilis6e dans cette 6tude est enregistrfie 
au Museum d'Histoire Naturelle (Paris) sous le num6ro LCP521 (Lab. de Cryptogamie, 
12 rae Buffon, 75005 Paris, France). La culture est effectu6e dans un fermenteur d'une 
capacity de 5L (volume liquide) dans les conditions d&rite par Nellaiah et al., 1996. Les 
cellules sont r6colt6es aprds 40 h de culture par filtration. Elles sont suspendues dans un 
tampon Tris-HCl 10 mM de pH 7,1 (tampon A) contenant de la cyst6ine 1 mM, de 
I'EDTA 1 mM et du chlorure de ph6nyhn6thane sulfonyle (PMSF) 0,3 mM. Un extrait 
acellulau-e est pr6par6 par rupture du champignon en utiUsant une presse de French, ou 
tout autre moyen utilisable par Thomme de I'art et une centrifugation k feible vitesse (1000 
g) dans les conditions d&rites par NeUaiah et al., 1996. Get extrait est concentr6 2l 100 mL 
par filtration k flux tangentiel avec une membrane ayant un seuil de coupure de 10, 40 ou 
jusqu'a 100 kDa. Toutes les autres manipulations sont conduites k une temp6rature de 4*'C 
dans une solution tampon contenant de la cysteine 1 mM, de TEDTA 1 mM et du PMSF 
0,3 mM afin de prevenir Tinactivation de Tenzyme. La concentration de la proteine est 
determm6e par la mdthode de Lowry et al., 1951, utilisant de Talbumine de serum de bceuf 
comme temoin. 
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3) Purification de r6poxvde hydrolase 

La solution concentr6e contenant Tenzyme est d6pos6e sur une colonne de DEAE 
(diethylammo6thyl)-Sepharose (2,5 cm x 30 cm) pr6alablement dqmlibrte avec le tampon 
A contenant du KQ 0,13 M. La colonne est lav6e avec 360 mL de tampon d'fiquilibrage, 
et r61ution est conduite avec un gradient Im&iire de KCl 0,13-0,23 M dans le tampon A 
(volume total : 510 mL, d6bit : 3 mL/min., volumes des fractions : 6 mL). 

L*activite est 61u6e pour une concentration en chlorure de potassium de 0,17-0,20 
M. Les fractions actives sont regroup6es et concentr6es k 5 mL par ultrafiltration. Le 
concentr6 est d6pos6 sur une colonne de ph6nyl-sepharose (1 cm x 10 cm), pr&dablraient 
6quilibr6e avec le tan:pon A contenant (NH^O^ 0,25 M ^ 21 % (v/v) d*6thylfene glycol. 
La colonne est lav6e avec 10 mL du meme tampon, et r61ution est conduite avec un 
^dient lin6aire d'6thyl6ne glycol 21-56 % (v/v) dans le tampon A contenant du 
(NH4)2S04 0,25 M (volume total : 95 mL, d6hit : 0,5 mL/min.. volumes des fractions : 1 
mL). 

L'activite est 61u6e avec une concentration d'ethylene glycol de 30-43 % (v/v). Les 
fractions actives sont regroupees et concentrees k 5 mL. Le concentr6 est d6pos6 sur une 
colonne Mono Q (0,5 cm x 5 cm), pr6alablement 6quilibr6e avec le tan5X)n Tris-HCl 10 
mM pH : 6,5 contenant du KQ 0,13 M. La colonne est lav6e avec 5 mL de tanq)on, et 
r^lution est conduite avec mi gradient lin6aire de chlorure de potassium 0,13-0,25 M 
(volume total : 85 mL, d6bit : 0,5 mL/min., volumes des fractions : 1 mL). L'activit6 est 
61u6e k une concentration de 0,15-0,16 M de chlorure de potassium. Les fractions actives 
sont regroup6es et concentr6es k 1 mL. La solution contenant Tenzyme (200 mL) est 
deposte sur une colonne de Superose 12 (1 cm x 30 cm) et equilibrte avec un tanpon A 
(d6bit : 0,3 mL/min., volximes des fractions : 0,6 mL). Cette 6tape est effectu6e 5 fois 
(200 fiL chaque fois) et toutes les fictions actives sont regroup6es. La pr6paration ainsi 
obtenue est conserv6e k 4°C. 
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4) Etude enzvmatique 

Les incubations avec H2[^^0] sont conduites dans des fioles de 1 mL contenant 
180 fjL de HzC'^O] tampon B, 20 ^L de I'eppxyde hydrolase purifi6e et 20 fiL de substrat 
(50 mM dans rac6tonitrile). Apres 1,5 h d'incubation a 25°C sous agitation magnetique 
(500 rpm) le substrat restant et le produit forme sont extraits avec 2 mL de 



dichloromaJiane. Le diol est purifi6 par chromatographie analytique sur silice (61uaiit 
di6thyl6ther). On analyse 2 /tL d'6dianlillons par chromatographie gazeuse/spectrom6trie 
de masse (GC/MS). Le diol restant est transfonnS en l'ac6tonide correspondant par 
r6action avec du 2,2 dim6thyl-propane en pr6sence de I'acide p-tolu^e sulfonique. 
L'ac6tonide est analys6 par GCTMS tel que d6}k d6ait par Audier et al.,1968. 

Une reaction dans un volume total de 5 mL est effectu6e h 25°C, avec un substrat 
d'une concentration de 4,3 mM avec du DMSO (20% en volume) comme co-solvant dans 
un tampon phosphate de sodium 0,1 M pH 8.0. 

La reaction est d6marr6e par addition de 13 U/L de I'enzyme purifide. Des 
ddiantillons sont retir6s toutes les 30 minutes pour la quantification des concentrations du 
substrat et de produit par HPLC en utilisant une colonne en phase inverse (Nellaiah et al. , 
1996) et pour la quantification de I'excfes 6nantiom6rique de Vepoxyde et du diol par 
chromatographie en phase gazeuse (Nellaiah et al., 1996). 

5) Electrophorfese sur gel de polvacrvlaniide 

Une 61ectrophorese SDS-PAGE est effectuee sur une plaque de 1 mm d'epaisseur 
contenant un gel de resolution (10 % d'acrylamide) et un gel de concentration (4 % 
d'acrylamide) k pH 8,8 en pr&ence de 0,1 % de dodecyl sulfate de sodium (SDS) 
(Laemmli, 1970). Les 6chantillons sont dissous dans un tannpon Tris-HCl (62,5 mM, 
pH 8.8) contenant 1 % (p/v) de SDS, 10 % (v/v) de glyc6rol et 2 % (v/v) de p- 
mercaptoethanol, et sont chauff6s k 100*C pendant 2 minutes. Les prot6ines sont 
color6es avec 0,1 % (p/v) de bleu de Coomassie. Des migrations sur gels PAGE non 
d6namrants sont effectoees de la mSme fa?on except6 qu'il n'y a pas eu de (3- 
mercapto6thanol rajout6 dans le tampon de resolution, et que les 6chantillons n'ont pas 
6t6 chauff6s. L'61ectrofocalisation est r6alis6e avec un gradient de pH de 3-9 k I'aide 
du systfeme Pharmacia LKB "Phastsystem" et des procedures standards Pharmacia. 
Les proteines sont color6es avec du nitrate d* argent. 

6) Determination de la masse molfculaire 

La masse moieculaire a ete estimee apr^s SDS-PAGE par comparaison de la 
mobilite (Rf) de repoxyde hydrolase (EH) purifiee avec celle des proteines temoins 
suivantes : phosphorylase B (97.4 kDa). serum albumine bovine (66.2 kDa), 
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ovalbumine (45 kDa), anhydrase carbonique (31 kDa), inhibiteur de la trypsine (21,5 
kDa) et lysozyme (14,4 kDa), La masse mol6culaire de Tenzyme native est estimde k 
partir du proffl d'61ution de Superose 12 par comparaison du Kav de TEH purifi6e 
avec cclui des prot6ines standard suivantes: alcool dehydrog6nase (150 kDa), serum 
albumine bovine (67 kDa), ovalbumine (43 kDa), chymotrypsinogene A (25 kDa) et 
ribonucl6ase A (13,7 kDa). Le volxime d^exclusion et le volume mort sont determines 
en utilisant du bleu dextranne et de la vitamine B12. 

7) Sequence d'acides amines 

Pour les analyses d'acides aminds et les determinations de sequence N- 
terminale, les peptides sont transf6r6s des gels SDS sur unc membrane "glassy-bond" 
(Biometra, AUemagne) en utilisant des procedures standard Biorad (Hercules, USA). 
La composition en acides amin6s de Tenzyme est d6tennin6e aprds hydrolyse acide 
(HCl 6N k lOO'C sous vide pendant 24 h) en utilisant un analyseur automatique 
15 d* acides amines (system Beckman 63(X), AUemagne). La masse moleculaire est 

estimde k partir de la composition en acides amines en utilisant la methode de Delaage 
(1968). 

8) sequences des peptides 

20 Les proteines sont dissoutes dans un tampon SDS et separees par SDS-PAGE. 

Une partie du gel est coloree avec du Bleu de Coomassie, et la bande d'interet est 
separ6e k partir de I'autre partie du gel. La bande est lavee pendant 1 h avec HjO, 
H2O-CH3OH (90 : 10), H2O-CH3CN (80 : 20), et HjO-CHjCN (50 : 50). La bande de 
gel est ensuite coupee en petits morceaux et sech6e sous vide dans un Speed- Vac 

25 (Savant). Ensuite, 400 fiL d'une solution contenant Tris-HCl 25 mM (pH 8,5), EDTA 

1 mM, 0,05 % SDS, et 5 fig de la protease Lys-c (Boehringer Mannheim) sont 
ajoutes, et le melange est incube toute la nuit a 37'C. L'hydrolysat est injecte dans une 
colonne HPLC en phase inverse (Vydac C,g ; 2,1 x 250 mm). La colonne est eiuee k 
un debit de 0.2 mL/min avec un gradient lineaire de 0 i 35 % de la solution B 

30 (CH3CN, contenant 0.07 % d'acide trifluoroacetique) pendant 150 min (la solution A 

est constituee d'eau et de 0,07 % d'acide trifluoroacetique) et les pics sont recueillis et 
directement sequences avec un microsequenceur Applied Biosystems modele 477 A. 



9) Reaction PCR> clonage et s6quencage 

Les r6actions PGR sont r6alis6es en utilisant comme amorce des oligomeres 
deg6ner6s obtenus k partir des sequences partielles d'acides amines et en utilisant de 
TADN gfinomique Aspergillus niger en tant que support. L'ADN gfinomique est 
extrait de 1,5 g du myc61ium lav6 avec de Teau. broy6 dans de I'azote liquide et 
suspendu dans du tampon Tris-HCl 50 mM pH 7,5, EDTA 50 mM, SDS 3 %. p- 
mercapto6thanol 1 %. Aprfes r6action pendant 1 h i 65 ^C, la solution est extraite 
avec un melange ph6nol/chloroforme/alcool isoamylique (24/24/1, v/v/v) et 
chloroforme/alcool isoamylique (24/1), pr6cipit6e k I'isopropanol, et le culot est 
dissous dans du tampon TE (Tris-HCl 10 mM pH 7,5 et EDTA 1 mM). On ajoute de 
la RNase (30 fig/inL) pendant IhkSl ^'C, TADN est pr6cipit6 h Tisopropanol, lav6 
dans de T^thanol 70 % et dissous dans de I'eau, Les r6actions de PGR sont conduites 
dans un volume total de 50 fiU en utUisant 100 ng d'ADN, dNTP 200 pM, chaque 
amorce i 2 /*M et 2 unit6s de Taq polymerase (Perkin Elmer). Les r6actions PGR sont 
effectuees par chauffage a 95'C pendant 5 min. puis realis6es pendant 30 cycles 
d' amplification h trois temp6ratures (1 min. k 95*G, 1 min. k 58*'G, et 1 min. k 
72°C). Les fragments amplifies sont clones dans le site EGOR V de pBluescript II 
SK(-) (Statagene) aprfes traitement avec une unit6//£L de transf6rase terminale 
(Boehringer). Le s6quen?age des fragments est r6alis6 k I'aide d'un kit de s6quen?age 
T7 de Pharmacia. 

II) Resultats 

L'EH Aspergillus niger est purifi6e k homog6n6it6 electrophor6tique en 
utilisant une procedure chromatographique k 4 6tapes. Au total, 120 fig de Tenzyme 
purifiee sont prepares k partir de 24 g de mycelixmi sec. c'est-a-dire de 5 L de milieu 
de culture. Ges valeurs relativement faibles sont dues k 2 raisons : 

1) le rendement d' ensemble (total) est faible (4 %) k cause de rinstabilite de 
renzyme durant la procedure de purification principalement dans les etapes de 
concentration par ultrafiltration lorsque la concentration de la prot6ine est faible ; 



2) la teneur initiale de I'EH dans Textrait cellulaire d' Aspergillus niger est 
faible: une valeur de 0,4 % des prot6mes solubles est calculde en utilisant I'activite 
sp6cifique de r enzyme purifi6e. Cependant, r enzyme purifi6e est responsable de 
toute ractivita du champignon sur pNSO. Ainsi, il n'y a probablement qu'une seule 
prot6ine active sur ce substrat dans Aspergillus niger, 

L'6poxyde hydrolase (EH) purifi6e prdsente une seule bande en gel PAGE natif 
ou SDS aprfes coloration avec le bleu de Coomassie. Les determinations d" activity de 
tranches de gel obtenues apr^s 61ectrophorfese d'un gel de polyacrylamide non 
d6naturant r6v61ent une seule bande se situant au m&ne niveau de la bande de la 
prot6ine marqu6e. Le point iso61ectrique de la prot6ine est de 4,5 aprds d6termination 
par 61ectrofocalisation en utilisant un gradient de pH de 3 & 9 et une coloration au 
nitrate d'argent. 

L'EH ^Aspergillus niger est un tfetramfere compos6 de 4 sous unites identiques 
de 45 kDa. Les EHs d'autres sources sont g6n6ralement des protfimes monom6riques 
ou dim6riques. Cependant, T^poxyde hydrolase de Corynebacterium sp a recemment 
et6 decrite en tant que dod6cam6re (Misawa et al., 1998). 

L'effet sur Tactivit^ de plusieurs r6actifs s61ectifs a 6t6 test6. L'EDTA et le 
PMSF ne montrent aucun effet. Des agents oxydants tels que I'acide mita- 
chloroperbenzoique ou le peroxyde d'hydrogdne inhibent fortement I'activite de 
r enzyme. Au contraire, des agents de reduction tels que le p-mercapto6thanol ou la 
cysteine montrent un effet positif sur TactivitS de Tenzyme. De plus, une forte 
inactivation est observ6e avec des agents bloquants des thiols tels que HgClj, 4- 
hydroxy-mercuribenzoate, iodoac6tamide ou dithionitrobenzene (DTNB). Tous ces 
resultats d6montrent le role essentiel d*un ou plusieurs r6sidu(s) de cysteine sur 
I'activite de Tepoxyde hydrolase. Un effet similaire est observe avec les EH solubles 
(sEH) de mammiferes (Wixtrom et al., 1985) et avec TEH de Pseudomonas sp (Rink 
et al., 1997) alors que les EH microsomales (mEH) de mammifferes (Wixtrom et al., 
1985) ne sont pas sensibles aux reactifs de thiol. 

Le profil d'activite pH et I'inhibition par Tacetophenone co-bromo-4-iiitro 
suggSre la participation d'un residu histidine dans le m6canisme catalytique. De plus, 
certains r6sidus cysteine sont importants pour Tactivite de Tenzyme tel que demontre 
pour sEH de mammiferes mais pas pour mEH (Wixtrom et al., 1985). Le mecanisme 



catalytique des sEH et mEH de mammif&res pour I'hydrolyse des 6poxydes a 
r&emment 6t6 61ucid6 (Beetham et al., 1995 ; Arand et al., 1996). Un m^canisme en 
2 6tapes impliquant la formation d'un ester covalent intenn6diaire a 6t€ d6montr6 avec 
la participation de 2 acides aspartiques et un r6sidu histidine. Cq)endant, on ne 
connait pas grand chose du m6canisme catalytique des EHs microbiennes. 
R6cemment, un m6canisme similaire a €t€ d6montr6 pour I'^poxyde hydrolase de la 
bact6rie Agrobacterium radiobacter (Rink et al., 1997). Ces 616ments suggferent que 
TEH d' Aspergillus niger utilise un m6canisme similaire pour I'hydratation des 
^xydes que les EHs de mammif&res. Ce m6canisme est en accord avec le proc6d6 
g6n6ral de catalyse d^ontrd pour I'hydrolyse de I'oxyde de styrfene para-substitu6 par 
un extrait brut 6.' Aspergillus niger (Pedragosa-Moreau et al. , 1996). 

Avec le pNSO, I'addition d'un solvant organique est requise pour la 
solubilisation du substrat. En efftt, en I'absence de co-solvant, aucune activity ne pent 
etre d6tect6e. II a 6t6 montr6 pour d'autres EHs solubles, qu'eiles n'Staient pas actives 
sur des substrats micellaires (Hammock et al., 1997). Ainsi, I'effet de diff6rents co- 
solvants sur I'activite de I'^poxyde hydrolase 6.' Aspergillus niger a 6t6 6tudie. La 
nature des co-solvants influence grandement le rendement d'ouverture de Tepoxyde, 
les plus fortes activit6s 6tant obtenues pour le DMF et I'acfitone. La faible activity 
obtenue avec le THF pourrait fetre corr6I6e k I'inactivation de I'enzyme par les traces 
de peroxydes qui sont habituellement pr^sentes dans le solvant. 

L'enzyme est active un pH allant de 5 k 9 avec un pic maximum k pH 7. 
L'enzyme est active k une temperature allant de 2 k 45*C avec une activity maximum ^ 
40*C. De 2 a 40*C I'activite augmente 16g6rement (seulement 4 fois) tel qu'indique par 
la feible 6nergie d'activation (27 kJ.mol '. °K"'). 

D'un point de vue pratique, I'EH d' Aspergillus niger est tres uit6ressante pour la 
synthase organique pour sa capacit6 ^ hydrolyser des 6poxydes rac6miques de fa^on 
hautement 6nantios61ective. L'6nantios61ectivit6 est due k une plus forte affinity et une 
constante catalytique siiperieure pour l'6nantiomfere (R) de pNSO par rapport k 
I'dnantiomfere (S). 

Le rapport des constantes sp6cifiques (kc„/Km) indique que la vitesse initiale 
d'hydrolyse de r6nantioma;re (R) est 55 fois plus rapide que celui de r6nantiomere (S) 
en partant du rac6mique pNSO. Ce resultat est similaire I celui obtenu avec les 
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cellules entieres sur le meme substrat (Pedragosa-Moreau, 1997). De plus, la 
r6gios61ectivit6 de la rdaction est tres 61ev6e: 97 % pour le carbone 2, tel que moiitr6 
avec le champignon entier (Pedragosa-Moreau, 1996). L'6nantio- et la regio- 
s61ectivit6 de Thydrolyse de pNSO par TEH purifide Aspergillus niger sont trfes 
similaires k celles d6tennin6es avec Tensemble des cellules. Par cons6quent, I'enzyme 
purifi6e est responsable de toute I'activitd du champignon sur pNSO. 

B) Clonage et caracterisation de Pepoxvde hydrolase soluble d^AsversiUus 
fd^er qui est apparentee aux epoxvdes hvdrol? isg mi^^rn somales 6 ^ maimniffpre 

I) PrpcSdure esqperimentale 

1) Isolement d'acides nucl6iques Aspergillus nieer (A. nifief) 
Aspergillus niger (souche n* LCP 521 susmentionnde) a 6t6 cultiv6e dans un 
milieu contenant 10 g de glucose et 20 g de liqueur de mais (Sigma, St Louis, Cat. n' 
C4648) par litre de culture. L' incubation est r6alis6e dans un volume de 100 ml en 
fiole agit6e k 28*C pendant 3 jours apr^s inoculation avec des spores du champignon. 
Le myc61ium est r6colt6 par filtration sur tissu et gard6 k -70^C aprfts d6termination 
du poids humide. L'extraction d'ARN est r6alis6e par la m6diode de Chomczynski et 
Sacchi (1986) en utilisant 10 mL de solution ddnaturante par granome de mycelium. 
Le rendement typique est de 300 /xg d'ARN total par gramme de myc61ium. Pour 
r isolement de TARN, 2 g de myc61ium sont homog6n6is6s avec un homog6n6iseur en 
verre de type Potter dans 15 mL d'une solution de lyse (solution de chlorhydrate de 
guanidine 6 M, contenant 0,1 M d'acetate de sodium, pH 5,5). Aprfes centrifugation k 
10,000 g pendant 10 min., le sumageant est transf6r6 dans un autre tube et 2,5 
volumes d'^thanol sont ajout£s Les acides nucl6iques pr£cipit6s sont recueillis par 
centrifugation k 10,000 g pendant 10 min. et le culot resultant est dissous toute la nuit 
dans 10 mL de tampon de lyse apr^ un bref s6chage. La fraction insoluble est retirfee 
par centrifugation et les acides nucleiques sont k nouveau pr6cipit6s par addition de 25 
mL d'ethanol. Le culot de centrifugation est lave avec de I'ethanol 70 % , s6ch€ k I'air 
pendant 30 min. et dissous dans un tampon TE, pH 8.0. 



2'> Clonaee du gfene de I'EH d'Aspereillus et de I'ADNc via la technique de 
ramplification en dmine par polymerase (polymerase r hain reaction : PCR) 

La PCR inverse pour I'an^lification du g6ne de I'EH Aspergillus a 6t6 r6alis6e 
selon le schema suivant : 500 ng d' ADN g6nomique sont dig6r£s avec une enzyme de 
restriction appropri6e (\a plupart des r6sultats r6ussis sont obtenus avec BamHI ou 
Cfol) et sont r6cup6r6s par une pr6cipitation i r6thanol aprfes une extraction au 
melange ph6nol/chloroforme. Sur ces 500 ng, 100 ng sont circularises par ligation 
avec I'ADN ligase T4 (Life Technologies) dans un volume de 20 /tL dans des 
conditions sp6cifi6es par le foumisseur. Un microlitre de la preparation resultante est 
amplifie par PCR effectu6e sur 30 cycles (1 niin. 94*C, 1 min. 60*C. 3 min, 72*C) 
avec une ADN polymerase Taq (Perkin Ehner) dans des conditions de reaction 
standards reconmiand6es par le foumisseur. Les amorces utilisees 

(MA226 5'-ATGCGATCGGACTGCTGGACA-3' et 

MA227 5'-CGCGGGCAATCCACACCTAC-3') 

sont deduites de la sequence d'un fragment g6nomique obtenu precedemment. 
Un site de restriction Xhol situ6 entre les 2 sites d'amorgage dans la sequence 
genomique est utilise facultativement pour relineariser I'ADN circulaire avant la PCR 
inverse, afin de supprimer le stress de torsion et ainsi am61iorer I'efficacite de 
I'amplification initiale du support g6nomique. Les produits PCR sont s6par6s par 
eiectrophorSse sur gel agarose et les amplicons specifiques de I'EH 6* Aspergillus sont 
identifies par immunotransfert selon la technique de Southern en utilisant le fragment 
genomique mentionne ci-dessus en tant que sonde. Les fragments de gene de I'EH 
Aspergillus identifies de cette fafon sont purifies par eiectrophorese sur gel agarose en 
utUisant le kit Quiaex (Qiagen), et clones dans le vecteur pGEM-T (Promega) pour les 
analyses de sequence par la methode de terminaison de chaine. 
A partir de 1' information obtenue de la sequence, 2 amorces 
(MA290 5 ' -c ggaattc cATGgTCACTGGAGGAGCA ATA ATTAG-3 ' et 
MA291 5'-ttgaa£rCCCTACTTCTGCCACAC-3'; les residus en lettres capitales 
sont complementaires de la sequence support) entourant la region codant la proteine 
du gene EH sont deduits et utilises pour amplifier les fragments respectife de I'ADN 
genomique et transcrire en inverse I'ARNm avec I'ADN polymerase Pfti de haute 
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fid6Ut6 ("Stratagene") sur 40 cycles (1 min. 94*C, 1 min. 50*C, 6 min. 72'C). Les 
fragments ADN resultant sont dig6r6s avec EcoRI et ins6r6s dans pUC19 (New 
England Biolabs) pour 1 'analyse s^uentielle finale. 

3) Expression, purification et analyse de I'^poxyde hydrolase recom hinantft 
Pour Texpression recombinante dans E. coliy le fragment ADNc de Tfipoxyde 

hydrolase d' Aspergillus est amplifi6 avec une ADN polym6rase Pfii en utilisant 

i*amorce MA291 (voir cWessus) et Tamorce MA318 

(5 'gctgaattcacAIGTCCGCTCCGTrCGCCAAG-S ' ) 

afin d'introduire un site de reconnaissance Afim Ncol-compatible (soulign6 dans 
le primer MAS 18) dans le codon d'initiation probable du g&ne de l*^>oxyde hydrolase 
Aspergillus qui a 6t6 r6v616 par Tanalyse des sequences. 

Le vecteur d' expression pGEF+ de bactdrie, est modifi6 en introduisant un site 
multiple de coupure 

(5 '-CCATGGGAATTCTCGAGATCTAAGCTTATGCATCAGCTGCATGG-S *) 

dans le site Ncol qui contient le codon de depart du vecteur pGEF+ dans le 
contexte adapt6 k un site de liaison du ribosome, en aval du promoteur de TARN 
polymerase T7. Le plasmide resultant est appel6 pGEF n dans ce qui suit. Le 
fragment PGR Aflll/Eco RI de TEH & Aspergillus est ligatur6 dans le site Ncol/Eco 
RI de pGEF 11 pour produke la construction d'expression pGEF Asp EH". La souche 
E. coli BL21 (DE 3) (Novagen) est transform^ avec pGEF Asp EH et mise dans le 
milieu LB k 30*C. En phase exponentielle tardive, T induction de T expression de la 
protdine recombinante est r6alis6e par addition d'isopropyl-p-thiogalactoside (100 
/tM). Aprds deux heures, les bact6ries sont recueillies par centrifiigation, 
resuspendues dans 0,02 volumes de culture du tampon STE (Tris-HCl, 10 mM, 
chlorure de sodium, 100 mM, acide 6thyl^nediamine t6traac6tique, 1 mM, pH 7,4) et 
stock6es i -70*C. L*activit6 enzymatique est d€temiin£e par transformation de 
I'enantiom&re R de I'oxyde de para-nitrostyrdne en diol correspondant. La r6action 
est conduite k une concentration de substrat de 880 fiM dans 500 iiL STE a 37'C 
pendant 30 min., en presence de 10 ^L d*ac6tonitrile qui est utilis6 conmie solvant de 
Toxyde de /;ara-mtrostyrene. 

La reaction de conversion est terminee par extraction du substrat avec un 
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volume 6gal de chloroforme. Daxis ces conditions, plus de 99,9 % du substrat est 
extrait dans la phase organique et 60 % du diol est retrouv6 dans la phase aqueuse. 

Le substrat de conversion est quantifi6 par addition de 400 fiL de sumageant k 
800 fiL d'eau et en lisant la densit6 optique k 277 nM, avec le coefficient d'extinction 
molaire du produit 6tant 9.1 x lO' M*' cm*. L'6poxyde hydrolase d' Aspergillus est 
purifi6e jusqu'k homogen6it6 par une proc6dure en 3 6tapes, selon la m^thode d6crite 
ci-dessus. 

Les anticorps dirigds centre la prot6ine purifi6e ont 6t6 obtenus en immunisant 
des lapins selon la technique d6crite par Friedberg et al.. 1991. La prot6ine purifi6e 
est analysde par 61ectrophorfese sur gel polyacrylamide SDS suivi par un marquage au 
bleu Coomassie ou par uiraiunotransfert selon les procedures pr6c6demment publi^es. 

4> Construction et analvse des mutants d'6poxvde hydrolase 

Une mutagenfese dirig6e contr616e par PGR de I'ADNc d'6poxyde hydrolase 
d' Aspergillus est conduite par la m6thode de Tomic et al., 1990, tel que d6crit 
pr6c6demment pour les dpoxydes hydrolases solubles de mammifferes et les epoxydes 
hydrolases microsomales (Arand et al.. 1996; Arand et al.. 1999). 

Des amorces ont 6t6 utilises pour I'introduction des difKrentes mutations. Les 
mutations affectant le nucl6ophile catalytique Asp*" sont introduites en £changeant la 
cassette interne Ncol de I'ADNc de l'6poxyde hydrolase d' Aspergillus contre le 
fragment PCR-modifi6. 

De mfeme, des mutations cibiant les r6sidus du systfeme de relais de charge, k 
savoir Asp^ et His"*, sont introduites en substidiant un fragment Xhol avec le 
fragment respectif PGR. Les modifications PGR sont g6n6r6es en utilisant la 
polymerase ADN Pfii afm de minimiser I'introduction de modifications de sfiquence 
non voulues. Tons les fragments PGR-g6n6r6s sont finalement s6quenc6s pour 
s'assurer de leur exactitude. Aprfes expression recombinante, la solubilit6 des 
proteines mutantes est test6e, ce qui repr6sente un indicateur de leur int6grit6 
structurelle. Aprfes sonication des culots bact6riens, la suspension r6sultante est 
centrifug6e k 10.000 g, le culot et le sumageant sont contr616s pour la presence de 
I'dpoxyde hydrolase d' Aspergillus par immunotransfert. L'activit6 enzymatique est 
contr616e dans ie sumageant tel que d6crit pr6c6demment. 
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II) Resultats 

L'isolement du g6ne de I'epoxyde hydrolase (EH) Aspergillus et TADNc via 
une PGR inverse, ont 6t6 obtenus. II a 6t6 difficile d'obtenir des fragments aniplifi6s 
sp6cifiques en utilisant des enzymes de restriction avec des sites de reconnaissance 
hexam^rique pour la digestion de T ADN g6nomique. 

Ceci semble du k deux errexirs d'^pariement dans Tamcrce MA226, par 
comparaison k la sequence d*origine naturelle, qui affaiblit T amplification des produits 
longs, mais ne pose pas de probl^e quand on utilise les enzymes de restriction avec 
des sequences de reconnaissance t6tram6riques. Cependant, le premier fragment 
obtenu aprte une restriction par BamHI de I'ADN semble 6tre artificiellement 
tronqu6, ce qui est une cons6quence de i'amorfage interne de Tamplicon initial. Par 
consequent, la region 3' de TEH A* Aspergillus en aval de la sequence gdnomique est 
manquante dans ce fragment et doit Stre obtenue s6par6ment dans une seconde 
experience PGR inverse. 

L'6poxyde hydrolase Aspergillus est clairement reli6e aux mEHs des 
mammif&res, bien que cette enzyme soit unique sous plusieurs aspects. 

PremiSrement, c'est une enzyme soluble n*ayant pas de sequence d'ancrage dans 
la membrane, contrairement aux £poxydes hydrolases microsomales de mammif^res 
(mEHs), et leurs correspondants chez les arthropodes. 

Deuxiemement, I'EH 6" Aspergillus a un pouvoir de conversion beaucoup plus 
61ev6 avec I'oxyde de para-nitrostyrfene, que ceux des epoxydes hydrolases de 
mammifferes avec leurs substrats. 

Alors que T^poxyde hydrolase microsomale (mEH) de rat a une activity 
specifique avec ses substrats modeles oxyde de styrene et oxyde de benzo[a]pyr6ne 
d'environ 500 nmoles converties par minute et milligramme d'enzyme pure, Tepoxyde 
hydrolase Aspergillus hydrolyse 100 ^ol d'oxyde de styrftne 4-nitro par minute et 
milligranmie d'enzyme. Le nombre de conversion de mEH de rat a 6t6 augment^ par 
un facteur de 30 en substituant le residu acide du syst^me de relais de charge de son 
site catalytique, a savoir Glu^. par 1' acide aspartique. De fa^on int6ressante, le r6sidu 
correspondant dans Tepoxyde hydrolase native Aspergillus est d6ja un acide 
aspartique, par opposition au fait que T acide glutamique occupe cette position dans 
toutes les autres enzymes mEH. La substitution de Asp^ catalytique dans I'epoxyde 



hydrolase Aspergillus par Glu conduit k une chute mod6r6e du Vmax d*un facteur de 
seulement 2. Dans le meme temps, le Km a chut6 d'un facteur de 3. Une possible 
explication de cette observation pourrait 6tre celle d'une inversion dans I'fitape 
limitant le taux de conversion de la reaction enzymatique. Dans les mEH et sEH de 
mammif&res la seconde etape hydrolytique de la r6action enzymatique semble fitre une 
6tape limitant le taux de conversion. Dans de telles conditions, c'est k dire lorsque la 
constante de vitesse de la formation de Tester intenn6diaire k, est beaucoup plus 
important que la constante pour Tetape hydrolytique, la reduction de Vmax due k 
un r6duit se fiait en parallfele d'une r6duction similaire de Km, parce que Km = 
Koka/Ckj+kj). Cependant, si. initialcment k, limite le taux, et kj est beaucoup plus 
important, Texpression kj/Oci+kj) sera approximativement 6gale 3i 1 et Km est 6gal k 
Kq. Une reduction de Vmax de moiti6 due k une modulation du systdme de relais de 
charge, c'est-i-dire de la partie importante du site catalytique pour la deuxifeme 6tape 
de la r6action enzymatique, est probablement due k une forte diminution de allant 
jusqu*a la moiti6 de la valeur de kj. En cons6quence, kz/Ckj+kj) serait maintenant 
proche de 1/3, c'est-a-dire exactement la valeur observ6e pour le mutant Asp^^Glu de 
rdpoxyde hydrolase (EH) d' Aspergillus. Amsi, ces rdsultats sont compatibles avec le 
fait que dans le cas de EH Aspergillus avec Toxyde de pora-nitrostyrfene comme 
substrat, kjest plus grand que k„ une situation qui n'existe plus lors de la substitution 
de Asp^* par Glu. Ceci correspondrait exactement au scenario observ6 avec les mEH 
de mammifferes. 

La structure du gene de I'epoxyde hydrolase d' Aspergillus est trfes complexe, si 
on se base sur la simplicity de I'organisme d'origine. Alors que la taille moyenne des 
introns identifies est d'environ 60 pb, et done est en accord avec celle de beaucoup 
d'autres gfenes d^ Aspergillus, par contre, le nombre d' introns dans le g6ne Aspergillus^ 
8 en tout, est anormalement 61ev6. 

Aucun des exons/introns n'est conserve entre champignons et mammifbres, en 
d6pit du nombre identique d' introns dans les 2 organismes. Les gfenes de champignon 
et de mammifere ont tous les deux un premier exon non-codant. Chez le rat, 
r existence d'au moins 3 alternatives pour le premier exon a 6te not6e. Ici, le premier 
exon non-codant permet Tusage alternatif de differents promoteurs pour la synthese de 
proteines identiques. 
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C) exemples d' application 

Exemple 1 

15g d'Oxyde de l,l-di6thoxybut-3-ene (94 mmoles soit line concentration de 0,3 
mole par litre de milieu rSactionnel) sont ajout6s k 300 ml de tampon phosphate (pH 
8, O.IM)- La temperature est amende k 4**C et 1.2g d'enzyme purifi6e (native) sont 
additionnds. Aprfes 30 heures d'agitation k 4*'C I'fipoxyde r6siduel est extrait avec du 
pentane. L*6vaporation du solvant suivie d"unc distillation permet d'isoler 4.5g de (S)- 
6poxyde (Rdt = 30%, ee = 98%). Une extraction en continu de la phase aqueuse 
avec du dichlorom6thane permet d'isoler aprfes purification sur une colonne de sUice 
9g de (R)-dioI (Rdt = 54%, ee = 47%). 



QEt ^,.,H ^OEt 

+ 




OEt OEt 

(±) (S) 




Exemple 2 

6g de /7ara-Bromo-a-methylstyr6ne oxyde (28 mmoles soit ime concentration de 
0,33 mole par litre de milieu r6actionnel) sont ajoutds k 75 ml de tanq)on phosphate 
(pH 8, O.IM). La temperature est amende k 4''C et 0.35g d'enzyme purififie (native) 
sont additionnds. Aprfes 8 jours d'agitation k O'^C Tdpoxyde rdsiduel est extrait avec 
du pentane. L*6vaporation du solvant suivie d'une distillation permet d'isoler 2.3g de 
(S)-6poxyde (Rdt = 39%, ee = 99.7%). Une extraction en continu de la phase 
aqueuse avec du dichloromdthane permet d'isoler apr^s purification sur une colonne 
de silice 3.19g de (R)-diol (Rdt = 49%, ee = 96%). 




(±) (5) iR) 




Exemple 3 

4g de pam-Chlorostyr^ne oxyde (26 mmoles soit une concentration de 2 moles 
par litre de milieu r6actiomiel) sont ajout6s a 9 ml de tampon phosphate (pH 7, 0. IM). 
La temp6rature est amenee k O^'C et 2.3g d*enzyme purifiee (native) sont additionn6s. 
Aprfes 8 heures d'agitation. a O^^C Tepoxyde r6siduel est extrait avec du pentane. 
L'6vaporation du solvant suivie d'une distillation permet d'isoler 1.9g de (S)-6poxyde 
(Rdt = 47%, ee = 99%). Une extraction de la phase aqueusc avec de Tacfitate 
d'6thyle permet d'isoler aprds purification sur une colonne de silice 2.15g de (jR)-diol 
(Rdt = 48%, ee = 92%). 




Exemple 4 

4g de para-Nitrostyrene oxyde (24 mmoles soit une concentration de 0,3 mole 
par litre de milieu r6actionnel) dissous dans 15 ml de DMSO sont ajout6s & 60 ml de 
tampon phosphate (pH 7, O.IM). La temp6rature est amende k TT'C et 0.7g d' enzyme 
purifide (native) sont additionnds. Apres 32 heures d'agitation le milieu rdactionnel est 
satur6 avec du NaCl puis extrait en continu avec du dichlorom6thane. L' Evaporation 
du solvant suivie d'une chromatographic sur silice permet d'isoler 1.8g de (S)- 
6poxyde (Rdt = 45%, ee = 96%) et 2.3g de (R)-diol (Rdt = 52%. ee = 86%). 




(s) m 



Exemple 5 

1.5g de para-isobutyl-a-methylstyrene oxyde (7,9 nunoles soit une 
concentration de 0,25 mole par litre de milieu reactionnel) sont ajoutes a 30 ml de 
tampon tris (pH 8, 0.4M). La temperature est amenee a 4°C et 2.6g d'enzyme 
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purifiee (native) sont additionnfis. Apr6s 24 jours d'agitation k 4*'C l'6poxyde residuel 
est extrait avec du pentane. L' Evaporation du solvant suivie permet d'obtenir le (5)- 
6poxyde (ee = 96%) non purifi6. Une extraction de la phase aqueuse avec de r6ther 
permet d'isoler aprbs purification sur une colonne de silice 0.91g de (/?)-diol (Rdt = 
55%,ee = 70%). 
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Exemple 6 

Ig de phenyl glycidyl 6ther (6,7 mmoles soit une concentration de 3,3 moles par 
litre de milieu r6actionnel) est ajout6 Si 1 ml de tampon phosphate (pH 7, O.IM). La 
ten:q)6rature est amende h IT'C et 25 mg d'enzyme recombinante purifi6e sont 
additionn6s. Aprds IS heures d'agitation k IT'C la totalit6 de I'dpoxyde est transform6 
en diol correspondant rac6mique. Une extraction avec de I'ac^tate d'6thyle permet 
d'isoler ce diol avec un rendement quantitatif. 

OH 



(±) 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> C.N.R.S. 

5 <120> PROTEINES D'ORIGINE FONGIQUE ET DERIVEES, LEURS 

PROCEDES D'OBTENTION, ET LEURS UTILISATIONS, NOTAMMENT 
POUR LA PREPARATION DE MOLECULES ENANTIOMERIQUEMENT 
PURES 

10 <130> EPOXSL 

<140> 
<141> 

15 <160> 2 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
20 <211> 1197 
• <212> -ADN 

<213> Aspergillus niger 

<220> 
25 <221> CDS 

<222> (1) - . (1197) 

Sequence nucleotidique SEQ ID NO : 1 

<400> 1 ^ AO 

30 atg tec get ccg ttc gcc aag ttt ccc teg teg gcg age att teg cct 48 



35 



40 



45 



50 



Met Ser Ala Pro Phe Ala Lys Phe Pro Ser Ser Ala Ser He Ser Pro 
1 5 10 15 

aat cct ttc aeg gtc tet ate ccg gat gaa cag ttg gat gac ttg aaa 
Asn Pro Phe Thr Val Ser lie Pro Asp Glu Gin Leu Asp Asp Leu Lys 
20 25 30 

ace etc gtc cga ctg tec aag att get cct ccc acc tat gag age ctg 
Thr Leu Val Arg Leu Ser Lys He Ala Pro Pro Thr Tyr Glu Ser Leu 
35 40 45 

caa gcg gat gge egg ttt gge ate act tct gaa tgg ctg aca act atg 
Gin Ala Asp Gly Arg Phe Gly He Thr Ser Glu Trp Leu Thr Thr Met 



50 



55 60 



egg gag aaa tgg etc teg gag ttt gac tgg cga eca ttt gaa get cga 
Ara Glu Lys Trp Leu Ser Glu Phe Asp Trp Arg Pro Phe Glu Ala Arg 
^ -- 75 80 



65 70 



ctg aac tct ttc cct cag ttt act aca gag ate gag ggt etc aeg att 
Leu Asn Ser Phe Pro Gin Phe Thr Thr Glu He Glu Gly Leu Thr He 



85 



90 95 



cac ttt get get etc ttc tec gag agg gag gat get gtg cct ate gea 
55 His Phe Ala Ala Leu Phe Ser Glu Arg Glu Asp Ala Val Pro He Ala 
ICQ 105 110 

ttg etc eat ggt tgg ccc gge age ttc gtt gag ttc tac eca ate ctg 
Leu Leu His Gly Trp Pro Gly Ser Phe Val Glu Phe Tyr Pro He Leu 
60 115 120 125 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



30 



cag eta ttc egg gag gag tac acc cct gag act ctg cca ttc cat ctg 432 
Gin Leu Phe Arg Glu Glu Tyr Thr Pro Glu Thr Leu Pro Phe His Leu 
130 135 140 

5 

gtt gtt ccg tec ett cet ggg tat act ttt tea tct ggt ccc ccg ctg 480 
Val Val Pro Ser Leu Pro Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Gly Pro Pro Leu 
145 150 155 160 

10 gac aag gac ttc ggc ttg atg gac aac gcc egg gtc gta gac cag ttg 528 
Asp Lys Asp Phe Gly Leu Met Asp Asn Ala Arg Val Val Asp Gin Leu 
165 170 175 

atg aag gac etc ggg ttc gga agt ggt tat att att cag gga ggt gat 576 
15 Met Lys Asp Leu Gly Phe Gly Ser Gly Tyr lie lie Gin Gly Gly Asp 
180 185 190 

att ggt age ttt gtt gga ega ctg ttg ggc gtg ggt ttc gac gcc tge 624 
lie Gly Ser Phe Val Gly Arg Leu Leu Gly Val Gly Phe Asp Ala Cys 
20 195 200 205 

aaa gcg gtt cat ttg aac ctg tge gca atg agg get ccc cet gag ggc 672 

Lys Ala Val His Leu Asn Leu Cys Ala Met Arg Ala Pro Pro Glu Gly 

210 215 220 

25 

ccg tea att gag age ttg tec gca gcg gag aag gag gga ate gcg ega 720 

Pro Ser lie Glu Ser Leu Ser Ala Ala Glu Lys Glu Gly lie Ala Arg 

225 230 235 240 

30 atg gag aag ttc atg acc gat ggc tta get tat gcc atg gag cac agt 7 68 
Met Glu Lys Phe Met Thr Asp Gly Leu Ala Tyr Ala Met Glu His Ser 
245 250 255 

act egg ccc agt act att ggc cac gtg ctg tee age agt ccg ate gca 816 
35 Thr Arg Pro Ser Thr lie Gly His Val Leu Ser Ser Ser Pro lie Ala 
260 265 270 

tta ctt gca tgg att ggt gag aaa tat etc caa tgg gtg gat aaa ccc 864 
Leu Leu Ala Trp lie Gly Glu Lys Tyr Leu Gin Trp Val Asp Lys Pro 
40 275 280 285 

etc cct tct gag acc ate etc gag atg gtg age ctg tat tgg ctg acg 912 

Leu Pro Ser Glu Thr lie Leu Glu Met Val Ser Leu Tyr Trp Leu Thr 
290 295 300 

45 

gaa agt ttc ccg egg gca att cat ace tac cgc gag act acc cca act 960 

Glu Ser Phe Pro Arg Ala lie His Thr Tyr Arg Glu Thr Thr Pro Thr 

305 310 315 320 

50 gee tec get ccc aat gga gcg aca atg ctt cag aag gaa tta tat att 1008 
Ala Ser Ala Pro Asn Gly Ala Thr Met Leu Gin Lys Glu Leu Tyr lie 
325 330 335 

cac aag ccg ttt ggg ttc tec ttc ttc ccc aag gac ctt tgt cct gtg 1056 
55 His Lys Pro Phe Gly Phe Ser Phe Phe Pro Lys Asp Leu Cys Pro Val 
340 345 350 

cct egg age tgg att get aca acg gga aat eta gta ttc ttc egg gat 1104 
Pro Arg Ser Trp lie Ala Thr Thr Gly Asn Leu Val Phe Phe Arg Asp 
60 355 360 365 
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cat gca gag gga gga cac ttt gcc gca ttg gag cgt cca cgc gag ctg 1152 
His Ala Glu Gly Gly His Phe Ala Ala Leu Glu Arg Pro Arg Glu Leu 
370 375 380 

5 aag acc gac ctg aca gca ttt gtc gag cag gtg tgg cag aag tag 1197 
Lys Thr Asp Leu Thr Ala Phe Val Glu Gin Val Trp Gin Lys 
385 390 395 

10 S§quence peptidique SEQ ID NO : 2 
<210> 2 
<211> 399 
<212> 

<213> Aspergillus niger 

15 

«00> 2 , „ „ 

Met Ser Ala Pro Phe Ala Lys Phe Pro Ser Ser Ala Ser He Ser Pro 
1 5 10 15 

Asn Pro Phe Thr Val Ser He Pro Asp Glu Gin Leu Asp Asp Leu Lys 
20 25 30 

Thr Leu Val Arg Leu Ser Lys He Ala Pro Pro Thr Tyr Glu Ser Leu 
35 40 45 

Gin Ala Asp Gly Arg Phe Gly He Thr Ser Glu Trp Leu Thr Thr Met 
50 55 60 

Arg Glu Lys Trp Leu Ser Glu Phe Asp Trp Arg Pro Phe Glu Ala Arg 
30 65 70 IS 80 

Leu Asn Ser Phe Pro Gin Phe Thr Thr Glu He Glu Gly Leu Thr He 
85 90 95 

35 His Phe Ala Ala Leu Phe Ser Glu Arg Glu Asp Ala Val Pro He Ala 
100 105 110 



20 



25 



40 



Leu Leu His Gly Trp Pro Gly Ser Phe Val Glu Phe Tyr Pro He Leu 
115 120 125 

Gin Leu Phe Arg Glu Glu Tyr Thr Pro Glu Thr Leu Pro Phe His Leu 
130 135 140 



Val Val Pro Ser Leu Pro Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Gly Pro Pro Leu 

45 145 150 155 160 

ASD Lvs Asp Phe Gly Leu Met Asp Asn Ala Arg Val Val Asp Gin Leu 

165 170 175 



50 



55 



Met Lys Asp Leu Gly Phe Gly Ser Gly Tyr He He Gin Gly Gly Asp 
180 185 190 

He Gly Ser Phe Val Gly Arg Leu Leu Gly Val Gly Phe Asp Ala Cys 
195 200 205 

Lvs Ala val His Leu Asn Leu Cys Ala Met Arg Ala Pro Pro Glu Gly 
210 215 220 



Pro Ser He Glu Ser Leu Ser Ala Ala Glu Lys Glu Gly He Ala Arg 
60 225 



230 235 240 



Met Glu Lys Phe Met 
245 

5 Thr Arg Pro Ser Thr 
260 

Leu Leu Ala Trp lie 
275 

10 

Leu Pro Ser Glu Thr 
290 

Glu Ser Phe Pro Arg 
15 305 

Ala Ser Ala Pro Asn 
325 

20 His Lys Pro Phe Gly 
340 

Pro Arg Ser Trp lie 
355 

25 

His Ala Glu Gly Gly 
370 

Lys Thr Asp Leu Thr 
30 385 



Thr Asp Gly Leu Ala 
250 

He Gly His Val Leu 
265 

Gly Glu Lys Tyr Leu 
280 

He Leu Glu Met Val 
295 

Ala He His Thr Tyr 
310 

Gly Ala Thr Met Leu 
330 

Phe Ser Phe Phe Pro 
345 

Ala Thr Thr Gly Asn 
360 

His Phe Ala Ala Leu 
375 

Ala Phe Val Glu Gin 
390 



Tyr Ala Met Glu His Ser 
255 

Ser Ser Ser Pro lie Ala 
270 

Gin Trp Val Asp Lys Pro 
285 

Ser Leu Tyr Trp Leu Thr 
300 

Arg Glu Thr Thr Pro Thr 
315 320 

Gin Lys Glu Leu Tyr He 
335 

Lys Asp Leu Cys Pro Val 
350 

Leu Val Phe Phe Arg Asp 
365 

Glu Arg Pro Arg Glu Leu 
380 

Val Trp Gin Lys 
395 



35 



REVENDICATIONS 



1. Prot6ine d'origine fongique ayant une activit6 epoxyde hydrolase, telle 
qu'obtenue sous forme essentiellement pure par extraction a partir de cellules de 
champignons, ou par mise en culture de cellules h6tes transformtes par une 
sequence nucleotidique codant pour la prot6ine fongique susmentionn6e, ou 
prot6inc derivte par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs 
acides amin6s de la prot6ine d*origine fongique susmentionn6e et poss6dant une 
activity 6poxyde hydrolase. 

2. Prot6ine selon la revendication 1, caract6ris6e en ce qu'elle comprend : 

- la sequence SEQ ID NO : 2, 

- ou toute s6quence d6riv6e de la sequence SEQ ID NO : 2, notamment 
par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, et 
poss^dant une activite 6poxyde hydrolase, ladite sequence d6riv6e ayant de 
pr6f6rence une homologie d'au moins environ 40 % avec la sequence SEQ ID 
NO :2, 

- ou tout fragment de la sequence SEQ ID NO : 2, ou d'une s6quence 
deriv6e de cette demidre telle que d^finie ci-dessus, et poss6dant une activit6 
6poxyde hydrolase, ledit fragment 6tant de pr6ference constitu6 d'au moins 
environ 10 acides amin6s contigus dans la region d61imit6e par les acides amin6s 
situ6s aux positions 1 et 339 de la sequence SEQ ID NO : 2. 

3. Protfiine selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6e en ce qu'elle 
correspond k une 6poxyde hydrolase fongique sous forme essentiellement pure, 
telle qu'obtenue par extraction et purification k partir de cultures de cellules de 
champignons de I'espece Aspergillus. 

4. Proteine selon Tune des revendications 1 a 3, caracteris6e en ce qu'elle 
correspond k r6poxyde hydrolase fongique sous forme essentiellement pure 
repr6sentee par SEQ ID NO : .2, telle qu'obtenue par" extraction et purification k 




partir de cultures de cellules de souches & Aspergillus niger ou Aspergillus 
turingensis. 

5. Protfiine seloa la revendication 1 ou 2, caract6ris6e en ce qu'elle 
correspond a une 6poxyde hydrolase fongique recombinante, telle qu'obtenue 
sous forme essentiellement pure par transformation de cellules botes approprides 
k I'aide de vecteurs contenant : 

- la s6quence nucl6otidique SEQ ID NO : 1 codant Tdpoxyde hydrolase 
represent6e par SEQ ID NO : 2, ou toute sequence d6riv6e de SEQ ID NO : 1 
par d6g6n6rescence du code g6n6tique, et codant Tdpoxyde hydrolase 
repr6sent6e par SEQ m NO : 2. 

- ou toute s6quence d6riv6e de la s6quence SEQ ID NO : 1, notamment 
par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucl6otides, et codant 
une enzyme poss6dant une activity 6poxyde hydrolase, ladite sequence d6riv6e 
ay ant de preference une homologie d'au moms environ 45 % avec la sequence 
SEQ ID NO : 1, 

- ou tout fragment de la s6quence SEQ ID NO : 1, ou d'une s6quence 
d6riv6e de cette demi&re telle que d6finie ci-dessus, et codant ime enzyme 
poss6dant une activity dpoxyde hydrolase, ledit fragment 6tant de pr6f6rence 
constitu6 d'au moins environ 20 nucleotides contigus dans la region deiimitde 
par les nucleotides situds aux positions 1 et 1197 de la sequence SEQ ID NO : 1. 

6. Proteine selon la revendication 5, caracterisee en ce qu'elle correspond 
k Tepoxyde hydrolase fongique recombinante representee par SEQ ID NO : 2, 
telle qu'obtenue par transformation de cellules hdtes appropriees k Taide de 
vecteurs contenant la sequence nucieotidique SEQ ID NO : 1, ou toute sequence 
derivee de SEQ ID NO : 1 par degenerescence du code genetique, et codant 
Tepoxyde hydrolase representee par SEQ ID NO : 2, 

7. sequence nucieotidique codant une proteine d'origine fongique k activite 
epoxyde hydrolase telle que definie Tune des revendications 1 a 6, 




8. S6quence nucleotidique selon la revendication 7, caract6risee en ce 
qu'elle comprend : 

- la sequence represent6e par SEQ ID NO : 1 codant l'6poxyde 
hydrolase repr6seiit6e par SEQ ID NO : 2, 

- ou toute sequence d6riv6e de la sequence SEQ ID NO : 1 par 
d6g6n6rescence du code g6n6tique, et codant Tfipoxyde hydrolase repr6sent6e 
par SEQ ID NO : 2. 

- ou toute sequence d6riv6e de la sequence SEQ ID NO : 1, notamment 
par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, et codant 
une enzyme poss^dant une activity 6poxyde hydrolase, ladite s6quence d6riv6e 
ayant de pr6f6rence une homologie d'au moins environ 45 % avec la s6quence 
SEQ ID NO : 1. 

. ou tout fragment de la s6quence SEQ ID NO : 1, ou d'une sequence 
d6riv6e de cette demifere telle que d6finie ci-dessus, et codant une enzyme 
poss6dant une activit6 6poxyde hydrolase, ledit fragment 6tant de pr6f6rence 
constitue d'au moins environ 20 nucleotides contigus dans la region d61imitee 
par les nucleotides situ6s aux positions 1 et 1197 de la s6quence SEQ ID NO : 1, 

- ou toute sequence nucl6otidique compl^mentaire des sequences ou 
fragments susmentionnes, 

- ou toute sequence nucleotidique codant une enzyme possedant une 
activite epoxyde hydrolase, et susceptible d'hybrider avec une des sequences ou 
fragments susmentionnes, 

les sequences ou fragments susmentionnes etant sous forme simple brin ou 
double brin. 

9. Vecteur, notamment plasmide, contenant une sequence nucleotidique 
selon la revendication 7 ou 8. 

10. Cellule bote, choisie notamment parmi les bacteries, les virus, les 
levures, les champignons, les plantes ou les cellules de mammiferes, ladite 
cellule bote 6tant transformee, notamment k Taide d'un vectexir selon la 
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revendicatioa 9, de manifere k ce que son g6nome contienne contenant une 
s6quence nucI6otidique selon la revendication 7 ou 8. 

11. Utilisation de prot6ines prot6ine k activity 6poxyde hydrolase d^finies 
dans Tune des revendications 1 k 6, en tant que biocatalyseurs enzymatiques 
dans le cadre de la mise en ceuvre de proc6d6s de prdparation d*6poxydes ou de 
diols vicinaux 6nantiom6riquenient purs, notamment dans le domaine 
pharmaceutique, phytosanitaire. ou dans le cadre de la fabrication de mat6riaux 
optiques sp6cifiques. 

12. Proc6d6 de preparation d'6poxydes et/ou de diols 6nantiom6riquement 
purs respectivement de fonnules (II) et (BH) suivantes 



dans lesquelles Ri, R2, R3 et R4 repr6sentent des groupes quelconques. 
notamment des groupes caract6ristiques des compos6s pharmaceutiques, 
phytosanitaires, ou des mat6riaux optiques sp6cifiques correspondant auxdits 
6poxydes ou diols vicinaux, 

ledit proced6 comprenant une etape de traitement d'un m61ange d'6poxydes 
diast6r6oisom&res, ou d'un epoxyde chiral sous forme rac6mique, ou d'un 
6poxyde prochiral de formule (I) suivante : 





n 



m 




avec une proteine k activity epoxyde hydrolase selon Tune des 
revendications 1 & 6, ou avec des cellules botes selon la revendication 10 
exprimant une prot6me a activity epoxyde hydrolase selon Tune des 
revendications 1 ^ 6, ce qui conduit k Tobtention : 

- d'un m61ange des conipos6s de formule QI) et (III) susmentionn6s, 
lesdits compos6s de formule (II) et (HI) pouvant, le cas 6ch6ant, etre s6par6s par 
une 6tape suppl6mentaire de purification, 

- ou du seul compos6 de formule (HI) susmentionn^e. 

13. Proc6d6 de preparation d'une prot6ine k activit6 6poxyde hydrolase 
recombinante selon la revendication 5 ou 6, caract6ris6 en ce qu'il comprend 
une 6tape de transformation de cellules hdtes, de pr6f6rence choisies parmi les 
bacteries, les virus, les levures, les champignons, les plantes ou les cellules de 
manrniiferes, avec un vecteur selon la revendication 9, et une 6tape de 
purification de Tdpoxyde hydrolase recombinante produite par lesdites cellules. 

14. Proc6de de preparation d'une prot6ine a activite epoxyde hydrolase 
sous forme essentiellement pure selon la revendication 3 ou 4, ledit proced6 
comprenant : 

- une 6tape d' extraction de T enzyme k partir de cultures cellulaires de 
champignons, tels que les champignons de Tespfece Aspergillus, notamment par 
cassage du champignon k Taide d'une presse, suivie d'une 6tape de 
centrifugation k faible vitesse, r6cup6ration du surnageant, et, le cas 6ch6ant 
concentration, 

- une 6tape de purification de Tenzyme a partir de Textrait obtenu k Tfitape 
pr6c6dente, notamment par passages successifs sur des colonnes de DEAE- 
Sepharose, Ph6nyl-Sepharose, Mono Q et Superose 12. 



